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Tab. 2
Minimal-Serumwerte, bei denen eine Anwendung der künstlichen
Niere empfohlen wird


















Retention von Harnstoff zu berücksichtigen und bei
Überschreitung gewisser Grenzwerte beide Symptome
als Indikation zur Hämodialyse anzusehen. Im allge-
meinen war es aber üblich, das Verhalten beider Stoffe
getrennt zu werten und diese isolierte Bewertung — bei
K+ werden Konzentrationen von 6,4—7,5, bei Harn-
stoff 70—140 mMol// als kritisch betrachtet (vgl. Tab.
2) — erscheint nach unseren Ergebnissen wenig zweck-
mäßig.
Gibt K+-Retention Anlaß zu Besorgnis, so empfiehlt es
sich nach unseren Versuchen, bei Erwägung der Indi-
kation auch den Harnstoffspiegel zu beachten und bei
gleichzeitig hohen Harnstoffwerten entsprechend früh-
zeitig mit der Hämodialyse zu beginnen. Ist aber Harn-
stoffretention das führende Symptom, so empfiehlt sich
im Hinblick auf K+, diese in klinischen Veröffentlichun-
gen gelegentlich als weniger dringlich, ja „relativ harm-
los" bezeichnete Indikation (30—32) nicht unterzube-
werten. Nach unseren Befunden erscheint es angebracht,
sich bei gleichzeitig erhöhtem K+-Spiegel auch hier bald
zur Hämodialyse zu entschließen.
Literatur
1. ENGSTFELD, G., H. ANTONI, A. FLECKENSTEIN, A. NAST und M.
VON HATTINBERG, Pflügers Arch. Physiol. 273, 45 (1961). —
2. ABDERHALDEN, E., Handbuch der biologischen Arbeitsmetho-
den, Abt. IV, Teile 7 A (1923) und 7 B (1935), Urban & Schwarzen-
berg, Berlin. — 3. HARNED, H. S., J. Amer. ehem. Soc. 51, 416
(1929). — 4. HAASE, R., Thermodynamik der Mischphasen, Sprin-
ger, Berlin-Göttingen-Heidelberg (1956). — 5. KORTÜM, G.,
Lehrbuch der Elektrochemie, Verlag Chemie GmbH, Weinheim/
Bergstr. (1957). — 6. HARMS, R., Medizinische Dissertation, Kiel
(1936). — 7. KROGH, A., A. L. LINDBERG und B. SCHMIDT-NiEL^
SEN, Acta physiol. Scand. 7, 221 (1944). — 8. ORZECHOWSKI, G.,
Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Path. Pharmak. 181, 130
(1936). — 9. CERF, J., C. R. Seances, Soc. Biol. Filiales 149, 615
(1955). —10. HUF, E. G., J. P. WILLS und M. F. ARRIGHI, J. gen.
Physiol. 38, 867 (1955). — 11. FENN, W. O., Physiol. Rev. 16,
455 (1936). — 12. MERREM, B. und G. KÜCHLER, Acta biol. med.
german. 14, 678 (1965). — 13. SHAW, F. H. und S. E. SIMON,
Austral. J. exp. Biol. med. Sei. 33, 1153 (1955). — 14. BAMMER,
H. und K. E. ROTHSCHUH, Zschr. exper. Med. 119, 402 (1952). —-
15. KNOLL, J. und K. KELEMEN, Pflügers Arch. Physiol. 267,
150 (1958). — 16. FLECKENSTEIN, A., H. HOCHREIN und H.
KOTOWSKI, Pflügers Arch. Physiol. 265, 485 (1958).
17. LANDOIS/ROSEMANN, Lehrbuch der Physiologie des Menschen,
I und II, 28. Aufl., Urban & Schwarzenberg, München (1960/62).
— 18. HAAS, H. G. und H. G. GLITSCH, Pflügers Arch. Physiol,
275, 358 (1962). — 19. BARANY, M. und W. TRAUTWEIN, Biochem.
biophysica Acta (Amsterdam) 45, 317 (1960). — 20. HERBINGER.
W., Med. Klin. 60, 1105 (1965). — 21. TIEGERMANN, T., V.
POMPILLIAN, S. KLEIN und I. AMBRus, Zsehr. ärztl. Fortbild. 58,
1335 (1964). — 22. GREGORY, M. C. und J. R. ROBINSON, J.
Physiol. (London) 177, 122 (1965). ^- 23. ROBINSON, J. R., J.
Physiol. (London) 164, 552 (1962). ^- 24. ALWALL, N., Dtsch.
med. Wschr. 83, 950, 1008 (1958). — 25, WOLLHEIM, E., Med.
Klin. 59, 752 (1964). — 26. FRITZ, K. W., Münch. med. Wschr.
105, 1850 (1963). — 27. EDEL, H. H., Internist 6, 167 (1965). —
28. FRITZER, W., Wien. klin. Wschr. 74,589 (1962). — 29. FIGDOR,
P. P. und K. TODOROFF, Wien. klin. Wschr. 76, 145 (1964). —
30. GAL, G. und A. NEMETH, Medizintechnik 5, 60 (1965). —
31. MOLL, H. C. und H. P. JUNG, Münch. med. Wschr. 102, 835,
979 (1960). — 32. SARRE, H., H. SARTORIUS und H. KLEINE,




Darstellung und Eigenschaften von normalen und pathologischen
Makroglobulinen
Von U. ULLMANN und B. Kfess1)
Max-Planck-Institut für Ernährungsphysiologie, Dortmund
(Eingegangen am 20. Februar 1968)
Es wird über ein Verfahren zur Reindarstellung von physiologischem und pathologischem Mäkroglobulin berichtet. Zugleich werden
Angaben über die Aminosäuren- sowie Kohlenhydratanalysen gemacht.
The preparation and properties of normal and pathological macro gobms
A method is described for the purification of physiological and pathological macroglobin. Analytical data are also reported on their arnino
acid and carbohydrate composition.
*) In dieser Arbeit sind wesentliche Teile der Inauguraldisser-
tation von Herrn Dr. U. ULLMANN zusammengefaßt (1). Der
experimentelle Teil wurde in den Jahren 1963—64 im chemischen
Laboratorium der Medizinischen Universitätsklinik (Ludolf- Krehl-
Klinik) Heidelberg begonnen und im Jahre 966 im Max-Planck-
Institut für Ernährungsphysiologie (Dortmund) beendet. Über die
Ergebnisse wurde auf dem VI. Internationalen Kongreß für Klini-
sche Chemie, München, 1966 (Abstract 16 a, S. 168) berichtet.
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Im Rahmen von Untersuchungen über die Eigenschaf-
ten von Serum-Eiweißkörpern der S 17 — 21 Gruppe
haben wir ein Verfahren zur Reindarstellung von phy-
siologischem und pathologischem Makroglobulin aus-
gearbeitet, das im folgenden neben Angaben über Eigen-
schaften der Makroglobuline mitgeteilt wird.
Methoden
ur Reindarstellung von physiologischem Makroglobulin
wurde aus Blut von gesunden Versuchspersonen, 2ur Reindar-
stellung von pathologischem Makroglobulin aus Blut von Patien-
ten, die an Morbus WALDENSTRÖM erkrankt waren, gewonnen.
Die Gelfiltration wurde mit Sephadex G-200 (4g Trockengel,
Fa. Pharmacia, Uppsala, Schweden) 'nach Aufquellung in dest.
Wasser und Äquilibrierung mit NaCl-Tris-Puffer (Tris-HCl-
Puffer O,!M + IM NaCl, pH 8,0) sowie anschließender Entgasung
in einer Säule von 60 X 1,5cm mit maximal 50 mg Protein durch-
geführt (Durchflußgeschwindigkeit 11—12 m//Std., 18—22°,
Durchflußphotometer Uvicord der Fa. LKB Producters, Stock-
holm, Schweden).
Zur lonenaitstauscbchromatograpbie wurde DEAE-Sephadex A 50
coarse benutzt. Der Austauscher (4 g) wurde in der Cl-Form mit
, Tris-HCl-Puffer pH 8,0 + IM NaCl äquilibriert und in
einer Säule von 60 X l cm mit maximal 150 mg Eiweiß belastet.
Die Anreicherimg der Makroproteine erfolgte nach SIA (2) (siehe
unten).
Die Ultra^entrifugation wurde in einer analytischen Ultrazentrifuge
(Fa. Beckman Instruments, München) bei 50000 U./Min. mit dem
Rotor AN-D in einer Alu-Standardzelle (12mm) durchgeführt.
Die Aufnahmen wurden in 8 Minuten-Abstand aufgenommen.
Die Elektrophorese wurde in einem Routineinstrument der Fa.
Beckman Instruments, München, ausgeführt. Zur Immunelektro-
phorese diente die Apparatur der Fa. LKB Producters, Stockholm.
Als Antiseren kamen Anti-Human und Anti y-M (von Kaninchen)
der Fa. Behringwerke AG, Marburg /Lahn zur Anwendung. Der
Ouchterlony-Diffusionstest (3) wurde auf mit Reinagar (Fa.
Behringwerke AG, Marburg) 3 — 4mm dick beschichteten Glas-
platten (15 X 15 cm) in Cravle-Puff er (Veronal-Na 0,15M, pH 7,4)
durchgeführt.
Eiweißbestimmimg mit der Biuretmethode nach Trichloressigsäure-
Fällung. Dabei wurde 0,1 rn/ einer Lösung mit 25proz. (w/w)
Trichloressigsäure behandelt, der Niederschlag mit dest. Wasser
nachgewaschen und dann mit Biuret-Reägenz umgesetzt. Um-
rechnungsfaktor = 18,2. Die Amiriosäureanalysen wurden nach
24 und 72stdg. Hydrolyse in verschiedenen Apparaturen nach
der Methode von STEIN und MOORE (siehe (4)) bzw. nach einer
. hier im Hause entwickelten Methode (4) durchgeführt.
En^ymatiscber Abbau der gereinigten Makroglobuline: Vor dem
enzymatischen Abbau wurden die Makroglpbulin-Lösungen
15 Min. in kochendem Wasserbad denaturiert und anschließend
nach Abkühlung mit Ammoniümacetat auf etwa pH 8,5 einge-
stellt (pro Ansatz etwa 2 mg Eiweiß). Die Ansätze wurden mit
2% Trypsin bzw. Chymoptrypsin versetzt und 32 Stdn. bei 37°
im Wasserbad inkubiert (5). Anschließend wurde zur Denaturie-
rung der Proteasen 15 Min. im Wasserbad gekocht und bei-
3000 U./Min. abgeschleudert. Der Überstand wurde dünnschicht-
chromatographisch aufgearbeitet.
Dünnschichtchromatographie: Die Platten wurden mit Kieselgel G
(Fa. E. Merck AG, Darmstadt) in der Apparatur der Fa. Desaga,
Heidelberg beschichtet. Auftragen von etwa 0,04 m/ Hydrolysat.
Entwicklung aufsteigend zweidimensional mit folgenden Fließ-
mitteln (6):
1. Dimension: Chloroform-Methanol-25proz. Ammoniak (2:
2: l v/v)
2. Dimension: Pyridin-Eisessig-n-Butanol- Wasser (20:7:34:
12,5 v/v). Darstellung mit Ninhydrinsprühlösung (6).
Zur Kohlenbydratanal}se wurden die Makroglobuline in 0,1 M Na-
Citrat + O,!M NaCl pH 6,8 aufgenommen. Die Hexosamine wur-
den nach ELSON-MORGAN (7) bestimmt. Bestimmung der protein-
gebundenen Ribose nach DISCHE und SCHWARZ (8), der protein-
gebundenen Hexosen.nach WEIMER und MOSHIN (9), der protein-
gebundenen Neuraminsäure nach der Methode von Bö HM,
DAUBER und BAUMEISTER (10).
Ergebnis und Diskussion
Präparation
Da eine weitgehende physikalisch-chemische Verwandt-
schaft von physiologischen und pathologischen Makro-
globulinen unterstellt werden konnte, haben wir zur
Reindarstellung der beiden Eiweißkörper identische
Verfahren angewandt. Der Verfahrensgang ist schema-









Verfahrensgang für die Präparation von Makroglobulinen
1. Grobtrennung durch die Sia-Euglobulin-Reaktion
Je 20 m/ Serum wurden im Ultrakryostaten bei 4° über
12 Stdn. gegen 2 / dest. Wasser dialysiert. Die Dialyse-
Temperatur erwies sich als wichtiger Faktor, da bei
Dialyse unter Temperaturen von —5 bis —8° die Pro-
teine nicht mehr in ihrer nativen Form gelöst werden
konnten. Die bei dieser Konzentrationsdialyse aufge-
tretene Trübung oder Flockung wurde in einer Labor-
zentrifuge 15 Min. bei 3000 U./Min. niedergeschlagen.
Der Niederschlag wurde jeweils in dest. Wasser aufge-
wirbelt und erneut abzentrifugiert. Das Präzipitat wurde
in möglichst wenig O,!M Tris-HCl-Puffer + IM NaCl,
pH 8,0 bis zur Opaleszenz aufgenommen. In diesem Puffer
sind Lösungen über viele Wochen haltbar. Die Lösung
soll klar und opaleszierend sein; eventuell vorhandene
Trübung oder Flocken sind denaturierte Eiweißkörper
und müssen abgeschleudert werden. Aufbewahrung in
Phosphat-Puffer (0,lM, pH 7,0) führte innerhalb kurzer
Zeit bei +4° zu irreversibler Ausflockung der Makro-
globuline.
2. Gelfiltration auf Sephadex G 200 und Elution mit
O,!M Tris-HCl-Puffer + IM NaCl, pH 8,0
Wie wir früher berichtet haben, finden sich die Makro-
glpbuline im aufsteigenden Schenkel der Elutionsdia-
gramme (11,12,13). Die in diesem Teil auftretenden
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tats aus menschlichem Normalserum
nach Dialyse gegen dest. Wasser. Die




a) Gelfiltrations-Diagramm eines Makroglobulins,
das aus dem Serum eines Patienten mit Makro-
globulinsemia Waldens t röm isoliert wurde


















a) lonenaustauschchromatogramm von patho-
logischem Makroglobulin (wie 3a)
b) lonenaustauschchromatogramm von norma-
lem Makroglobulin
Fraktionen (siehe Abb. 2) wurden zur weiteren Verarbei-
tung abgetrennt, aus mehreren Läufen gesammelt und
gemeinsam weiterbehandelt. Die Gesamtcharge wurde
zunächst im Kühlraum bei +4° vor einem Ventilator
eingeengt und anschließend 16 Stdn. gegen das Elutions-
mittel dialysiert.
3. Die vereinigten Chargen wurden nach dem unter
Punkt 2 angegebenen Verfahren rechromatographiert
und auf Reinheit überprüft. Die vereinigten Eluate
wurden gegen 4/ O,!M Tris-HCl-Puffer pH 8,0 (ohne
NaCl!) bei 4° über 16 Stdn. wiederum einer Konzen-
trationsdialyse unterworfen. Bei diesem Verfahren prä-
zipitierten die Makroglobuline quantitativ. Sie wurden
durch Zentrifugation (15 Min., 3000 U./Min.) abge-
trennt. Der Niederschlag wurde in möglichst wenig
O,!M Na-Citrat pH 6,8 aufgenommen und auf seine Ei-
genschaften analysiert.
Reinheitsgrad
Abbildung 3 zeigt die Filtrationsdiagramme von physip-
logischen und pathologischen Makroglobulinen mit
einheitlichen Elutionsbanden. Zur Testung der Einheit-
lichkeit wurden die Chromatographieläufe auch auf
DEAE-Sephadex-Kolonnen durchgeführt (siehe Me-
thodik). Es wurden einheitliche Chromatogramme bei
Elution mit , Tris-HQ-puffer pH 8,0 + l M
NaCl gefunden (siehe Abb. 4).
Abbildung 5 gibt die homogene Sedimentation der bei-
den Proteine im Ultrazentrifugationslauf wieder. Die
Papierelektrophorese ergab ebenfalls ein homogenes
Wanderungsband im zu erwartenden a-Globulin-Be-
reich. Bei der Immunelektrophorese mit Antihuman-
serum fand sich ebenfalls eine einheitliche Präzipita-
tionslinie an der entsprechenden Stelle im elektrischen
Wanderungsfeld.
Abbildung 6 gibt schließlich die Präzipitationslinien im
Ouchterlony-Diffusionstest bei Reaktionen von Anti-
humanserum gegen normales und pathologisches Ma-
Abb. 5
Sedimentationsdiagramm
a) normales Makroglobulin b) pathologisches Makroglobulin
Abb. 6
Ouchterlony-Diffusionstest. Oben: Anti-Human-Serum, unten links
physiologisches, unten rechts pathologisches Makroglobulin. Erläute-
rungen siehe Text
kroglobulin wieder. Man sieht die Abbiegung und Ver-
schmelzung der beiden Präzipitationslinien. Dies weist
darauf hin, daß das gereinigte normale Makroglobulin
serologisch identische Antigene mit dem gereinigten
pathologischen Makroglobulin besitzt. Ferner zeigt es,
daß die biologische Aktivität bei der'Aufarbeitung er-
halten geblieben ist. Da sich jeweils nur eine Präzipi-
tationslinie darstellte, ist ferner anzunehmen, daß reine
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Makroglobuline zur Reaktion kamen. In diesem Test
konnte außerdem eine Reaktion der beiden Makroglo-
buline mit Anti-a2M-Immunserum nicht beobachtet
werden.
Aminosäure-Bausteinanalyse
Die Ergebnisse der Aminosäureanalysen der normalen
sowie der pathologischen Makroglobuline von Seren






















Die Aminosäuren sind in Mol% angegeben, die aus den „wahrschein-
lichsten Werten" der 24 und 72 Stdn. Hydrolyse berechnet wurden.
Die Summe der gefundenen Anzahl der Mole aller Aminosäuren ist =
100 gesetzt
(1) Analyse Brenne r (2) Analyse Z immermann-Te lschow
Aminosäureanalyse des
physiol. Makroglobulins




































































































Die „wahrscheinlichsten Werte" für die Aminosäuren
wurden aus der 24- bzw. 72-stg. Hydrolyse ermittelt
und sind als Mol % (d. h. pro Summe der berechneten
Anzahl der Mole = 100) angegeben.
In den Chromatogrammen der pathologischen Makro-
globuline fanden sich l bzw. 2 nicht identifizierte Gip-
fel in Nachbarschaft von Arginin. Außerdem konnte bei
den in unserem Hause durchgeführten Analysen, speziell
in dem physiologischen Makroglobulin, sowohl chro-
' matographisch als auch mit der kolorimetrischen Me-
thode nach STEGEMANN (14) eine Verbindung nachge-
wiesen werden, die sich wie Hydroxyprolin verhielt.
Der Vergleich der Werte von Tabelle l zeigt, daß die
Anteile der einzelnen Aminosäuren in den physiolo-
gischen Makroglobulinen aus 2 Seren vom Menschen recht
unterschiedlich sind. Dagegen sind bei den pathologi-
sehen Makroglobulinen starke Abweichungen über
±10% nur bei Serin, Alanin und Tyrosin zu beobachten.
Zur weiteren Analyse wurden die durch Trypsin und
Chymotrypsin erhaltenen Aminosäuren und Peptidge-
mische der Makroglobuline durch zweidirnensionale
Dünnschichtchromatographie getrennt und mit Ninhy-
drin dargestellt. Die Abbildungen 7 und 8 zeigen die
Chromatogramme der Hydrolysate von je zwei indivi-
dualspezifischen physiologischen sowie pathologischen
Makroglobulinen nach Behandlung mit Trypsin sowie
Abb. 7
2-dimensionale-Dünnschichtchromatogramme von physiologischen























Makroglobulinen nach Verdauung mit Chymotrypsin
Chymotrypsin. Es handelte sich um die zur Amino-
säureanalyse benutzten Präparate (siehe Tab. 1). Die
Zahl der Aminosäure- bzw. Peptidflecke sowie ihre Ver-
teilungsmuster war bei den einzelnen Läufen gut re-
produzierbar. Die Chromatogramme zeigen die sehr
unterschiedlichen Verteilungsmuster der Trypsinspalt-
produkte bei den beiden physiologischen und der Chymo-
trypsinspaltprodukte bei den beiden pathologischen Ma-
kroglobulinen. Bei der Behandlung der pathologischen
Makroglobuline mit Trypsin sowie der physiologischen
Makroglobuline mit Chymotrypsin ergaben sich die
gleichen Unterschiede. Durch die Abweichung der Ver-
teilungsmuster der hydrolysierten Makroglobuline wer-
den unterschiedliche Aminosäuren bzw. Peptidsequen-
zen der einzelnen individualspezifischen Makroglobuline
des pathologischen und physiologischen Typs ange-
zeigt.
Ein Vergleich unserer säulenchromatographischen
Aminosäurewerte mit den Angaben anderer Autoren (15,
16) zeigte bei .den pathologischen Makroglobulinen eine
gute Übereinstimmung. So liegen fast alle Aminosäure-
werte, die unter (2) in Tabelle l angegeben sind, in dem
Bereich, der von LIMBOSCH und CHRISTOPHE (15) für
3 Personen mit Makroglobulinaemia WALDENSTRÖM ge-
funden wurde. Die kürzlich von (17) mitgeteilten Werte
von Makroglobulinen, die mit einer ähnlichen Methode
gewonnen waren, liegen insgesamt niedriger. Die Werte
des physiologischen Makroglobulins sind bei (15, 16)
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wesentlich verschieden, besonders die der schwefel-
haltigen Aminosäuren und des Tyrosins.
LIMBOSCH und CHRISTOPH (15) glauben aufgrund ihrer
Analysen auf Gruppenverwandtschaften der Makro-
globuline schließen zu können. Dagegen sprechen je-
doch neben dem Abweichen einzelner Aminosäuren die
oben gezeigten außerordentlich verschiedenen Amino-
säuren- und Peptidkarten der analysierten Makroglobu-
line, die jede Homogenität der Makroglobuline aus-
schließen. Dies läßt sich aus den heutigen Vorstellungen
über die Struktur der Antikörper ohne weiteres ver-
stehen (18).
Berechnet man aus unseren Aminosäureanalysen unter
Verwendung des Verfahrens von TRISTRAM und SMITH
(19) das annähernde Molekulargewicht, so ergibt sich
unter Berücksichtigung der Größenordnung, die durch
Molekulargewichtsbestimmungen gefunden wurde, ein
annäherndes Molekulargewicht des Proteinanteils von
mindestens 1100000 für das pathologische Makroglo-
bulin. Das des physiologischen Makroglobulins scheint
etwas höher zu liegen.
Kohlenhydrat analyse
Auf Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Kohlenhydrat-
analyse zusammengestellt. Die Einzelanalysen sowie die
daraus summierte Kohlenhydratgesamtmenge weisen
deutliche Unterschiede auf, wie sie auch von anderen
Autoren mitgeteilt wurden (16, 17, 20—22). Der Ge-
Tab. 2
Kohlenhydratanalyse



















samtkohleiihydratgehalt des pathologischen Makro-
•globulins war mit 12,14% höher als der des physiologi-
schen Makroglobulins. Die von anderen Autoren mit-
geteilten Gesamtkohlenhydratwerte von beiden Makro-
globulinen liegen zwischen 10 bis 11% und sind ein-
ander näher angeglichen (z. B. (22)), doch bestehen
qualitative Unterschiede gleich den in dieser Arbeit
ermittelten Daten. Gewöhnlich findet sich, daß das
pathologische Makroglobulin mehr Acetylneuramin-
säure und mehr Hexosen, dagegen weniger Ribosen
enthält als. das normale Makroglobulin. Entgegen den
von (21, 22) mitgeteilten annähernd gleichen Mengen
an Acetylhexosamin fand sich bei uns ein deutlicher
Unterschied. Unsere Analysen stimmen im Vergleich
zu den anderer Autoren am besten mit denen von
SCHULTZE und Mitarbeitern (22) überein.
Herrn Dr. KARL BRAND sind wir für die Erstellung 2ahlreicher
Sedimentationsdiagramme, Frau Dr. ZIMMERMANN-TELSCHOW
sowie Herrn Professor BRENNER für die Aminosäüreanalysen zu
Dank verpflichtet. Wir danken ferner der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft für die Überlassung eines Doktorandenstipendiums
sowie für großzügige Sachbeihilfe.
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